世界卫生组织最新数据表明，到2010年，癌症将成为导致人类死亡的第一病因。在我国第3次居民死亡原因抽样调查中，肺癌更是取代肝癌成为我国首位恶性肿瘤的死亡原因^\[[@b1]\]^。但目前，肺癌的治疗效果仍差强人意。非小细胞肺癌(non-small cell lung cancer, NSCLC)患者的5年生存率仅为10%-15%，小细胞肺癌(small cell lung cancer, SCLC)则仅为5%。为深入了解肺癌的生物学特点及对治疗的应答，需要模拟出与人类肺癌病因、发病机制、发展过程及治疗相似的动物模型。良好的动物模型应能最大限度地模拟人体内环境，而长久以来利用细胞系建立肿瘤模型的弊端明显，研究者已开始认识到组织学完整的瘤组织块与瘤细胞悬液相比是更为理想的移植材料。但目前用新鲜获得的肿瘤组织块作为瘤源建模的研究尚为数不多。2000年Perez-Soler等^\[[@b2]\]^将100例新鲜肺癌组织块植入裸鼠皮下，建模成功率为34%(34/100)，2008年Iduna等^\[[@b3]\]^将102例肺癌标本移植入NOD/SCID小鼠皮下，并传代移植至裸鼠，建模成功率为25%。国内周伟红等^\[[@b4]\]^建立的肺腺癌裸鼠模型，首代的移植成功率是33%，其后传代移植成功率是100%，尚未见可稳定传代的荷肺癌的NOD/SCID小鼠模型的报道。本研究在国内首次利用新鲜的完整肺癌组织建成了荷肺癌NOD/SCID小鼠及裸鼠模型，并传代移植于裸鼠，建模成功率为27%。移植瘤较好地保留了人原发肺癌的恶性特征及组织病理学、生物学特性，是一种接近人体的肺癌模型，可为肺癌研究提供良好的实验平台。

1. 材料和方法 {#s1}
=============

1.1. 材料 {#s1-1}
---------

### 1.1.1. 肿瘤标本来源 {#s1-1-1}

本研究的肿瘤标本来源于广东省人民医院手术患者，均为初诊，均有明确病理诊断。原代移植肿瘤组织(F0)直接来源于新鲜标本。1例小细胞肺癌组织标本取自CT引导下经皮肺穿刺活检术。其余10例标本均来自外科切除的原发性肺癌组织，于术中无菌即时获取。

### 1.1.2. 实验动物 {#s1-1-2}

NOD/SCID小鼠购自中山大学实验动物中心。雌雄兼用，周龄6周-8周，体重20 g -27 g。BALB/C裸鼠购自北京维通利华实验动物技术有限公司。雌雄兼用，周龄6周-8周，体重18 g-21 g。小鼠均由中山大学实验动物中心在无特定病原体(specified pathogen-free, SPF)条件下饲养。

1.2. 方法 {#s1-2}
---------

### 1.2.1. 人肺癌原代皮下移植NOD/SCID小鼠模型的建立 {#s1-2-1}

每例肿瘤标本剪成若干个3 mm×5 mm×5 mm的小块备用。NOD/SCID小鼠常规消毒，将肿瘤组织块植入右侧前肢肩背部皮下。每例接种3-5只小鼠，须在肿瘤标本离开人体后1 h内完成接种。此为第1代荷肺癌小鼠(下称F1)。

### 1.2.2. 肺癌皮下移植裸鼠模型的建立 {#s1-2-2}

当NOD/SCID小鼠皮下肿瘤生长至大于1cm^3^后，剪开皮肤，剥离皮下肿瘤，部分冻存和10%福尔马林固定备用，部分瘤块作为传代移植的组织来源。取4-5只裸小鼠，按2.1所述方法，建立第2代荷肺癌小鼠(下称F2)。待裸鼠皮下肿瘤长大至直径为1 cm-1.5 cm时取出瘤组织，重复上述手术，进行肿瘤传代，建立第3、4、5代荷肺癌小鼠(下称F3、F4、F5)。

### 1.2.3. 人肺癌原代肾包膜下移植NOD/SCID小鼠模型的建立 {#s1-2-3}

肾包膜穿刺接种：将肿瘤穿刺标本剪成约20 mm^3^的碎组织，填入套管针尖端内；裸鼠予0.01 mL/g 4.3%水合氯醛溶液腹腔注射麻醉；摆左侧卧位，固定，消毒；取右侧腹纵切口入腹；托出右侧肾脏于切口外暴露；穿刺部位为肾盂相应的肾包膜；进针后推入针芯，将组织送入肾包膜内；将右肾放回腹腔恢复原位；缝合腹壁，结束手术。术后继续饲养，自由进食。

### 1.2.4. 体内成瘤生长曲线的测定 {#s1-2-4}

每日观察荷瘤小鼠全身状况、活动情况，扪查移植瘤生长情况，自接种后4天起每隔3天-4天称量体重并用游标卡尺测量移植瘤体的长径(L)、短径(W)1次，取每例各小鼠肿瘤长短径平均值，按公式V=1/2(L×W^2^)计算移植瘤平均体积。并绘制肿瘤生长变化曲线。

### 1.2.5. 移植瘤的病理学检查 {#s1-2-5}

处死小鼠后肉眼观察移植瘤形态、质地、活动度、播散范围及肺、肝、脾、肾等脏器以及淋巴结转移情况。移植瘤及小鼠主要脏器经10%福尔马林固定，石蜡切片(4 μm)，HE染色作常规病理检查。

### 1.2.6. 免疫组织化学检测 {#s1-2-6}

进行移植瘤组织Ki67、CEA、细胞角蛋白免疫组织化学的检测：将石蜡包埋的瘤块进行4 μm厚连续切片；60 ℃烘片4 h；切片置于二甲苯40 min以脱蜡，脱蜡后的切片依次置于浓度为100%、95%、80%、75%的梯度酒精中各10 min逐级水化，最后置于蒸馏水；高温高压修复；3%H~2~O~2~室温浸泡10 min；PBS漂洗3次，每次5 min；每张切片各滴加封闭用10%正常山羊血清，室温下孵育30 min，甩去血清；每张切片滴加一抗(鼠抗人Ki67、CEA、细胞角蛋白等，3号病例标本予细胞角蛋白、Syn、NSE、CgA、CD56、TTF1)，平放于湿盒内，4 ℃孵育过夜；室温下复温30min，PBS漂洗三次，每次5 min；滴加二抗，37 ℃孵育30 min；PBS洗涤，5 min×3次；0.05%DAB显色5 min-10 min，在镜下观察显色情况，显色充分后终止着色；苏木素复染；水洗返蓝；梯度酒精至无水酒精脱水，二甲苯透明；中性树胶封片。显微镜下观察并摄像。结果判定：阳性染色为棕黄色颗粒。Ki67阳性表达定位于细胞核，CK7、CK(Pan)阳性表达定位于细胞浆，CEA阳性表达定位于细胞膜和细胞浆。以TBS代替一抗作为阴性对照，阳性对照为已知阳性的标本。

### 1.2.7. 流式细胞仪检测肿瘤细胞细胞周期 {#s1-2-7}

将新鲜肿瘤组织剪碎成直径 \< 0.5 mm的小块，筛网过滤后离心制成单细胞悬液。按常规方法用流式细胞仪检测细胞周期。以S期细胞百分比(S-phase fraction, SPF)表示细胞的增殖活性。SPF指G~0~/G~1~峰与G~2~/M峰之间的曲线下的面积占整个直方图面积的百分比。SPF=S/(G~0~/G~1~+S+G~2~/M)×100%。

### 1.2.8. DNA测序-突变分析 {#s1-2-8}

从移植瘤组织提取基因组DNA，行EGFR exon18、19、20、21及*K-ras*基因的检测。

1.3. 统计学处理 {#s1-3}
---------------

采用SPSS 13.0软件进行统计分析，数据以均数数据以Mean±SD或百分率表示，以*P* \< 0.05为有统计学差异。

2. 结果 {#s2}
=======

2.1. 小鼠皮下及肾包膜下移植、传代情况 {#s2-1}
-------------------------------------

小细胞肺癌组织标本取自CT引导下经皮肺穿刺活检术，其余10例组织标本均来自外科切除的原发性肺癌组织。共11例中，男9例、女2例；腺癌6例、鳞癌3例、小细胞癌1例、大细胞癌1例。病例年龄平均61岁。

10例外科切除标本每例皮下移植NOD/SCID小鼠3-5只，共41只。其中，第2号病例建成为第2号(腺癌)模型，第5号病例建成为第5号(鳞癌)模型。见[图 1](#Figure1){ref-type="fig"}。

![各代荷肺癌小鼠。A：F1荷肺癌NOD/SCID小鼠；B、C、D：F2、F3、F4荷肺癌裸小鼠。\
Immunnodeficient mice bearing tumors. A: The first generation transplanted tumor model; B: The second generation transplanted tumor model; C: The third generation transplanted tumor model; D: The fourth generation transplanted tumor model.](zgfazz-13-6-568-1){#Figure1}

![取出荷瘤肾\
Removing kidney with tumor](zgfazz-13-6-568-2){#Figure2}

1例(第3号病例)经皮肺穿刺活检术标本因标本量极少，故进行裸小鼠右肾包膜下移植。裸小鼠在移植后第45天取出右肾，经解剖学和组织学证实有肿瘤移植生长。其后在裸小鼠间皮下传代移植。建成为第3号(小细胞肺癌)模型。

2.2. 小鼠各脏器转移情况NOD/SCID小鼠和裸小鼠解剖后未发现主要脏器有转移情况。 {#s2-2}
---------------------------------------------------------------------------

2.3. 人肺癌模型生长特性 {#s2-3}
-----------------------

11例肺癌标本，建模成功率为27%(3/11)。F1移植瘤总体成功率69%(29/42)，F2总体成功率59%(16/27)，F3成功率73%(19/26)，F4成功率100%(13/13)，F5成功率97%(32/33)，F6成功率100%(4/4)。

第2号(腺癌)模型F1共4只NOD/SCID小鼠，4个移植瘤均生长良好，F1移植成活率为100%(4/4)。自F2起，皮下移植瘤接种于裸小鼠皮下，目前已传至F6。F2---F6共42只裸小鼠，其中37个移植瘤生长良好，传代移植成活率88.1%。生长曲线见[图 3](#Figure3){ref-type="fig"}。

![第2号模型（腺癌）小鼠移植瘤生长曲线。A：F1肿瘤生长曲线；B：F2肿瘤生长曲线；C：F3肿瘤生长曲线；D：F4肿瘤生长曲线。\
The growth curves of the transplanted tumors after inoculation of model 2. A: The first generation transplanted tumor model; B: The second generation transplanted tumor model; C: The third generation transplanted tumor model; D: The fourth generation transplanted tumor model.](zgfazz-13-6-568-3){#Figure3}

第5号(鳞癌)模型F1共5只NOD/SCID小鼠，5个移植瘤均生长良好，F1移植成活率为100%(5/5)。自F2起，肿瘤接种于裸小鼠皮下，目前已传至F5。F2-F5共24只裸小鼠，其中22个移植瘤生长良好，传代移植成活率91.7%。

2.4. 移植瘤大体形态 {#s2-4}
-------------------

皮下移植瘤外观呈球形或结节状，于表面可见血管纹理。解剖后见瘤体呈乳白色，瘤体被覆不完整结缔组织包膜，毛细血管丰富。

2.5. 瘤源和移植瘤光镜检查 {#s2-5}
-------------------------

光镜下可见移植瘤细胞弥漫分布，核大深染，核圆形、卵圆形或不规则形，核染色质不均匀，胞浆少，偶见核仁，可见病理核分裂。与来源肺癌组织形态学特征一致([图 4](#Figure4){ref-type="fig"})。

![瘤源和移植瘤HE染色图。A：第2号模型F0肿瘤（×200）；B：第2号模型F1肿瘤（×200）；C：第2号模型F4肿瘤（×100）；D：第5号模型F0肿瘤（×200）；E：第5号模型F1肿瘤（×200）；F：第5号模型F4肿瘤（×200）。\
Haematoxylin Eosin staining shows histopathologic similarity between the original human tumors (A and D) and their corresponding xenografts in model 2 (B and C) and model 5 (E and F) (×200). A: original tumor of model 2; B: F1 xenograft developed in NOD/SCID mouse of model 2; C: F4 xenograft developed in nude mouse of model 2; D: original tumor of model 5; E: F1 xenograft developed in NOD/SCID mouse of model 5; F: F4 xenograft developed in nude mouse of model 5.](zgfazz-13-6-568-4){#Figure4}

2.6. 移植瘤流式细胞仪分析 {#s2-6}
-------------------------

第2号模型(腺癌)移植瘤细胞流式检测：G~1~%=82.6%，G~2~%=2.7%，S%=14.7%([图 5A](#Figure5){ref-type="fig"})。

![第2号（A）（腺癌）和第5号（B）模型（鳞癌）移植瘤细胞周期图\
Cell cycle of No. 2 (A) and No. 5 (B) model xenograft tumor cells](zgfazz-13-6-568-5){#Figure5}

第5号模型(鳞癌)移植瘤细胞流式检测：G~1~%=59.5%，G~2~%=5.2%，S%=35.4%([图 5B](#Figure5){ref-type="fig"})。

通过流式细胞仪检测细胞，提示移植瘤细胞的S期延长，表明移植瘤细胞增殖活性高、分裂期的细胞数目多、生长快。

2.7. 瘤源和移植瘤肿瘤标志物表达 {#s2-7}
-------------------------------

各模型瘤源和移植瘤大多数标本的CEA、CK 7、CK AE1/AE3均阳性表达([图 6](#Figure6){ref-type="fig"})。

![第2号模型瘤源及各代移植瘤CK AE1/ AE3染色图片（×200）。A：F0瘤源；B：F1移植瘤；C：F2移植瘤；D：F3移植瘤；E：F4移植瘤。瘤源和移植瘤CK AE1/AE3均为阳性表达。\
Expression of cytokeratin in original human tumor and their corresponding xenogratfs (IHC×200). The cytokeratin staining was positive in both the original tumor (F0, A) and xenografts F1, B; F2, C; F3, D; F4, E) in model 2.](zgfazz-13-6-568-6){#Figure6}

2.8. 瘤源和移植瘤EGFR18、19、20、21外显子和*K-Ras*12、59外显子基因的检测 {#s2-8}
------------------------------------------------------------------------

对第1-11号瘤源和移植瘤进行EGFR18、19、20、21外显子和*K-Ras*12、59外显子基因的检测：结果提示第2号(腺癌)瘤源和移植均为EGFR野生型，K-Ras G12V突变型；第4号(腺癌)瘤源和移植瘤均为EGFR 21外显子L858R突变，K-Ras野生型；其他各瘤源和移植瘤均为EGFR、K-Ras野生型。提示移植瘤的DNA序列和瘤源保持一致([图 7](#Figure7){ref-type="fig"})。

![第2号和第4号模型*EGFR*和*K-RAS*突变测序图。A：第2号模型原代肿瘤和移植瘤均为K-ras G12V突变(G→T)；B：第4号模型原代肿瘤和移植瘤均为EGFR 21exon L858R突变(T→G)。\
DNA analysis for *EGFR* and *K-RAS* mutations in model 2 and model 4. Mutations in K-ras and EGFR were detected in model 2 (G12V) and model 4 (21exon L858R), including original tumors and xenografts.](zgfazz-13-6-568-7){#Figure7}

3. 讨论 {#s3}
=======

3.1. 完整肿瘤组织块移植模型的优点 {#s3-1}
---------------------------------

将肺癌患者的新鲜癌组织接种动物建立的原代动物模型是重要的肺癌研究工具，除了可以作为转化性和基础研究的模型，还可以用于评价药物的疗效，从而为肺癌的个体化用药带来新的评价工具^\[[@b5]\]^。这种移植方式最大程度地保存了肿瘤的微环境，包括肿瘤细胞、浸润的淋巴细胞、成纤维细胞、细胞外间质和脉管系统^\[[@b6],\ [@b7]\]^。较之前用肿瘤细胞系悬液建模的方法，可以更深入研究肿瘤---间质之间的复杂关系和相互作用，比如肿瘤细胞和肿瘤相关细胞是如何互相激活和促进侵袭的^\[[@b6]-[@b11]\]^，而且只有轻微的移植物抗宿主反应。移植瘤还能保留人体原代肿瘤的病理形态学、细胞生物学机能、染色体特征、肿瘤标志物等特点, 成瘤率和转移率较细胞系模型均明显提高，能更准确地反映肿瘤的特点和干预措施的影响，因而是目前最为理想的肿瘤模型。造成这种差异的主要原因是：移植用的瘤细胞悬液经过消化酶处理，肿瘤的原有结构被破坏，细胞表面结构也遭到破坏而发生变化，导致肿瘤生物学行为和自然属性改变，使肿瘤细胞之间的协同性降低，影响了其恶性程度的表达^\[[@b12]\]^，进而影响了肿瘤细胞的生长与转移。

这种模型还有一个明显的优势，就是有利于个体化抗癌方案的研究。我们建立的这种人-鼠模型，就是很好的"一对一"的个体化模型，即在小鼠体内最大程度地"复制"标本来源的患者的荷瘤环境，以供研究针对此患者的个体化治疗方案，较之利用在体外反复传代培养的细胞系建立的"广谱"模型，针对性大大加强。还可以在传代的小鼠体内取得源源不断的新鲜肿瘤标本，用来建立肿瘤细胞系，进行多种抗瘤的体外实验及其他各项检测。

以后，我们可以考虑这样一种建模方法：早、中期的适于外科手术切除的患者，可以在术中获取足量的移植瘤瘤源接种于小鼠皮下，而晚期患者失去手术机会或如本实验中的小细胞肺癌患者，则可以从原发或转移灶的穿刺活检术中获取少量瘤源接种于小鼠肾包膜下，这样就解决了部分患者难以取得足够的建模标本量的问题。

但这种模型建模时间长，对动物外科学的要求较高，原代移植成功率较低，往往要重复多次，或移植数例方可成功。我们的建模成功率是27%。以后还要继续改进方法，以提高临床实用性。

3.2. 实验动物的选择 {#s3-2}
-------------------

建立肿瘤模型首先必须解决宿主动物的免疫排斥反应。因此免疫缺陷动物是异种移植的最佳受体。NOD/SCID小鼠是T、B和NK三种细胞功能缺陷的动物，它是由SCID小鼠与具有NK细胞功能缺陷的、循环补体缺乏、抗原递呈细胞分化及功能不良特点的NOD/Lt品系回交而得到的免疫缺陷动物。这种三联免疫缺陷动物和两种细胞(如T、B细胞功能缺陷的SCID小鼠)或一种细胞(如T细胞功能缺陷的裸鼠)功能缺陷的免疫缺陷动物比较，其免疫力更为低下，因而也更容易接受异种移植^\[[@b13]\]^，目前被认为是最理想的移植瘤受体动物^\[[@b14]\]^。在我们的研究中，外科切除术中获得的新鲜肺癌标本，首先接种于NOD/SCID鼠皮下，再传代于裸鼠。这是因为NOD/SCID鼠的深度免疫缺陷使其更易于接受异体移植物，更利于原代肿瘤的生长，而F1肿瘤在NOD/SCID鼠体内的生长过程中要经受多种组织内环境的"压力"，这种体内的压力选择，使肿瘤细胞群体中的高侵袭克隆得以优势增长，F2以后各代肿瘤恶性程度相对更高，肿瘤生长趋向稳定，故易于在仅T淋巴细胞成熟缺陷的裸鼠体内生长，我们的研究结果也证明传代后在裸鼠体内成瘤率很高。这样，不仅节约了实验成本(NOD/SCID鼠较裸鼠昂贵)，而且因为裸鼠生存期较NOD/SCID鼠长，可以用来进行药敏试验等观察期较长的实验。

3.3. 移植瘤模型的病理学特点、生物学特性 {#s3-3}
---------------------------------------

移植瘤在小鼠皮下连续传代，却保持原发肿瘤的组织学特点，这是人肿瘤小鼠移植模型能反映人类肿瘤生物学特点的基本条件^\[[@b15]\]^。在我们所建的模型中，小鼠皮下移植瘤模型的组织病理学、免疫组化表型等均与人体来源的肿瘤细胞相一致，*EGFR*和*K-Ras*外显子基因的检测亦提示移植瘤的DNA序列和瘤源保持一致，表明移植瘤保持了原代肿瘤的恶性表型和生物学特性，并在传代中稳定表达。大多数模型移植瘤都表达Ki67，可见移植瘤增殖活跃，符合肿瘤的生物学特性。细胞周期的结果表明移植瘤细胞增殖活性高、分裂期的细胞数目多、生长快。

大多数研究认为，移植瘤的生长速度大约在F3\--F4代开始稳定，在本实验中建成的第2、3、5号模型中，F4移植瘤大约在传代30天后生长略有加速([图 4](#Figure4){ref-type="fig"})。但生长加速的趋势并不十分明显，分析原因可能有以下几点：①由于小鼠的淋巴系统免疫缺陷，抵抗力较差，长时间会增加感染和其它疾病的风险；②受空间限制的影响，小鼠不能为移植瘤体的生长提供足够的空间，也不能为移植瘤的增大提供足够的营养；③少部分小鼠可能发生渗漏现象，即随着鼠龄增长，小鼠T、B淋巴细胞功能部分恢复。这些原因都可能影响实验结果。但本研究中建成的模型例数还太少，不足以充分观察移植瘤的生长情况，还需进一步深入研究。
